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resumo 
 
 
Descoberto na década de 70, o antígeno leucocitário humano (HLA) e a sua 
relação com as rejeições de órgãos e tecidos transplantados, desde cedo 
despertou interesse na comunidade científica. Estas moléculas extremamente 
variáveis, agrupam-se em três classes. As classes I e II têm afinidades 
estruturais e partilham funções da regulação do sistema imune. As proteínas, 
da classe III, assumem diferentes funções e não estão estruturalmente 
relacionadas entre si. 
O mecanismo de patogénese envolvendo as EAP do HLA-B27, permanece 
largamente desconhecido, apesar de se saber que a sua principal função 
imunológica é a de ligar peptídeos antigénios e apresentá-los aos linfócitos T. 
Porém novas hipóteses estão a ser equacionadas, designadamente a acção 
protectora que alguns subtipos alélicos parecem conferir aos seus portadores.  
Este trabalho foca o gene HLA-B27 enquanto fator envolvido em doenças 
auto-imunes, como as EAP. Entre estas, destaca-se a espondilite 
anquilosante, com uma prevalência deste antigénio de cerca de 90% em 
indivíduos caucasianos, sendo o sexo masculino cinco vezes mais afectado. A 
análise do gene HLA-B27 não é apenas relevante nos indivíduos sintomáticos, 
mas também em indivíduos assintomáticos aparentados com portadores da 
doença, que apresentem o fenótipo e risco acrescido de desenvolverem 
doença. A importância da detecção da molécula da classe I codificada pelo 
HLA-B27 o mais precocemente possível relaciona-se com a vantagem de 
iniciar a terapêutica adequada o mais breve possível.  
O objectivo geral deste trabalho é comparar a abordagem fenotípica 
correspondente à análise por citometria de fluxo (CF), com a abordagem 
genotípica correspondente à deteção por PCR com o kit GenoQuick, no estudo 
de alterações de expressão do gene HLA-B27 e avaliar o valor das duas 
abordagens no diagnóstico molecular das espondiloartropatias (EAP). 
Os resultados obtidos permitem concluir que o método baseado em PCR 
revelou maior sensibilidade, produzindo um maior número de casos positivos 
uma vez que a análise por PCR deteta sequências no DNA correspondentes 
às várias formas alélicas enquanto que a análise por citometria deteta os 
antigénios resultantes da expressão dos genes. 
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abstract 
 
Discovered in the 70s, the human leukocyte antigen (HLA) is involved in the 
rejection of transplanted organs and tissues and since then, it has drew the 
attention of the scientific community. These molecules are highly variable and 
can be divided in three classes. The classes I and II are structurally related and 
share common functions of regulation of the immune system. The class III 
proteins, have different functions and are not structurally related to each other. 
The mechanism of pathogenesis involving HLA-B27 in the 
spondyloarthropathies (SPA) remains largely unknown, although the role of 
HLA-B27 in connecting peptide antigens and presenting them to T lymphocytes 
is clearly demostrated. New functions, such as the protective action that some 
allelic subtypes seem to provide to their carriers, are being explored as 
newhypotheses. 
This work focuses on the gene HLA-B27 as a factor involved in autoimmune 
diseases, such as SPA from which ankylosing spondylitis emerges as a 
relevant pathology. The prevalence rate of this antigen in caucasian 
populations is approximately 90 %, being men approximately five times more 
affected than women.  This analysis of HLA-B27 aleles or their expression 
product is not only relevant in symptomatic individuals, but also in 
asymptomatic individuals, and especially among the relatives of patients with 
the disease, because they represent an elevated risk of the disease. It is 
desirable that the detection of this class I molecule of is achieved at the most 
early stage possible and that an adequate therapy can be initiated.  
The objective of this work was to assess the value of the phenotypic analysis 
by Flow Cytometry (FC), with genotypic analysis by PCR with the kit 
GenoQuick, in the study of changes in expression of HLA-B27 and in the 
molecular diagnosis of (SPA). 
The results show that the genotypic approach based on PCR provides greater 
sensitivity, producing a larger number of of positive results because it detects 
sequences in the DNA corresponding to various allelic forms while the 
cytometric analysis detects the antigenic protein resulting from expression of 
genes. 
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Capitulo I – Introdução 
Jean Dausset, George Davis Snell e Baruj Benacerraf, juntos partilharam o 
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1980, pela descoberta de proteínas na 
superfície celular dos leucócitos. (1) (2) 
Comum em todos os mamíferos, o Complexo Principal de Histocompatibilidade 
– MHC (Major Histocompatibility Complex) – designado nos humanos por Antigénio 
Leucocitário Humano – HLA – (Human Leukocyte Antigen), é uma molécula com 
pequenas estruturas proteicas que se encontram “como antenas” na superfície celular de 
células nucleadas, está diretamente relacionada com a rejeição de órgãos, transfusões e 
pela compatibilidade de tecidos, bem como a regulação da resposta imune do 
organismo, no reconhecimento do “self” e do “non-self”. (2) (3)  
O meio ambiente está repleto de agentes infeciosos, que se apresentam de 
diversas formas ao organismo humano, logo a necessidade de um sistema imune com 
amplas respostas de controlo. Assim, tem-se dois tipos de resposta, a inata ou não 
adaptativa e a resposta imune adaptativa. (4) 
A primeira linha de defesa, pertence ao sistema imune não adaptativo, 
caracterizada pela atuação de células fagocitárias (macrófagos, monócitos e neutrófilos 
polimorfonucleares) aquando da exposição de um microorganismo. Esta resposta não se 
altera com a exposição repetida de um mesmo agente infecioso, por isso mesmo é 
inespecífica. Por outro lado, tem-se o sistema imune adaptativo, que é auxiliado pelos 
linfócitos T e linfócitos B, onde cada um deles apresenta na sua superfície recetores 
capazes de reconhecer um só antigénio (Ag) ou mais exatamente uma pequena região 
deste Ag designada de epítope. Caracteriza-se por ter memória e ser altamente 
específico, pois após cada contacto com o agente estranho, torna-se cada vez mais 
rápido e eficiente. (2) (4) 
As moléculas HLA, são codificadas por um segmento do genoma, que se 
encontra no braço curto do cromossoma 6 humano, ocupando o segmento designado 
21.3, que comporta 3,5 milhões de bases nucleotídicas e contém mais de 220 genes com 
diferentes funções, dividindo-se em três regiões, denominadas de classes (Figura 1). 
Iniciando no centrómero para a outra extremidade do cromossoma – região telomérica, 
depara-se com os genes tipo II, em seguida os de tipo III e por último os de tipo I 
(clássicos), mais longe ainda, situam-se os genes ditos não clássicos (ex. o HLA-G). (2) 
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1.1  Complexo Principal de Histocompatibilidade 
1.1.1 Classes do MHC  
As moléculas, da classe I, contêm uma cadeia pesada glicosilada, ligada não 
covalentemente à β2-microglobulina e um polipetídeo que também pode ser encontrado 
livre no soro. A cadeia pesada divide-se em três domínios extracelulares, denominados 
α1, α2 (estes dois domínios constituem a fenda de ligação) e α3, uma região 
transmembrana e uma caudal citoplasmática. Diferenciam-se três locus – HLA-A, HLA-
B e HLA-C (apesar de detalhadas pesquisas indicar a existência de incontáveis genes de 
classe I, tais como, o HLA-E, HLA-F e HLA-G). (3) (4) Encontram-se na maior parte das 
células nucleadas têm como função, a apresentação de Ag aos linfócitos T, onde após o 
reconhecimento ocorre a destruição das células alvo reconhecidas como não próprias. (4) 
Na classe II encontram-se moléculas heterodimétricas de cadeias leves (α) e 
pesadas (β), ambas parecem partilhar a mesma estrutura, onde uma porção extracelular 
com dois domínios se encontra ligada por uma sequência curta a uma região 
transmenbrana de aproximadamente 30 resíduos e na cauda citoplasmática de 
aproximadamente 10-15 resíduos. (6) (7) A fenda de ligação das moléculas desta classe 
adapta péptidos de maior tamanho comparativamente às de classe I. Os genes estão 
situados na região HLA-D, existindo três loci DR, DQ e DP que codificam os produtos 
principais da classe II (com o auxilio de técnicas de mapeamento genético, a ordem de 
todos os genes conhecidos desta classe já foi determinado). (7) Os genes TAP, LMP e 
HLA-DM codificam proteínas que não são expressas em superfície celular. (5) Estas 
Figura 1: Representação génica do MHC humano, identificando os genes HLA classe I, classe II 
e os de classe III. 
(5)
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moléculas estão restritas às células apresentadoras de antigénio (ex., células dendríticas, 
macrófagos ativados), linfócitos B e em algumas espécies – células endoteliais 
vasculares e linfócitos T ativados. (4) (6) 
Assim quanto à estrutura do MHC de classe I e II, observam-se semelhanças, 
estas; possuem três fases: a cistólica (voltada para o interior da célula, responsável pela 
transdução de sinais intracelulares); a transmembrana (mantém a molécula acoplada à 
bicamada lipídica) e a extracelular (responsável pela apresentação de peptídeos aos 
linfócitos T (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Esquema das estruturas das classes I e II do MHC. 
(Adap. 37) 
 
Numa última classe, classe III, as moléculas incluem porções do sistema de 
complemento, não atuando como Ag de transplantes e nem apresentam Ag às células T. 
Enquanto que todos os produtos génicos de classe I e classe II possuem uma analogia 
estrutural. Não se encontrou até à atualidade, nenhuma estrutura ou função semelhante 
entre os produtos génicos de classe III e das moléculas de classes I e II. (6) (7) 
 
1.1.2 Polimorfismo do HLA 
Considera-se polimorfismo, quando as diversas alternativas para um gene ou 
uma sequência intergénica, têm uma frequência igual ou superior a 1% em determinada 
população, onde cerca de um terço dos genes apresentam sequências polimórficas. (9) As 
mutações podem ocorrer em sequências de DNA que não são regiões codificantes ou 
reguladoras, logo não acarretar alterações significativas para o seu portador, que caso 
existissem traduziam-se em modificações fenotípicas. (2) Os polimorfismos são 
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Figura 3 – Gráfico representativo do número de alelos classificados desde 1987 até Julho 2011. 
(Adap. 8)
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considerados, como variações normais e até podem servir como marcadores 
moleculares, visto serem características únicas para cada indivíduo. (9) (10) 
Os genes que codificam para a molécula HLA são extremamente polimórficos, 
ou seja, cada gene pode-se apresentar sob múltiplas formas alélicas (3) (variabilidade 
estrutural), com vários alelos nos loci A, B, C, DR, DQ e DP – “considerando-se alelos 
as formas alternativas de cada gene, indicando a alteração de um ou mais nucleotídeos 
na sua sequência, sem haver necessariamente, troca de aminoácidos”. (4) Este “grande 
artesão da evolução” (2) parece ter ocorrido em resposta às pressões evolutivas dos 
vertebrados e é estratégico para o organismo, uma vez, que o salvaguarda de invasões 
de microrganismos, assegurando a perpetuação da espécie. (6) (7) Apesar da proteção que 
esta diversidade produz, o preço a pagar por vezes é demasiado alto, aquando da 
rejeição de enxertos entre indivíduos, não aparentados. (2) 
Atualmente conhecem-se 5.468 alelos da classe I (dos quais 2.329 pertencem ao 
HLA-B), na classe II contam-se 1591 alelos (Figura 3). (8) 
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1.1.3 Função do MHC – Processamento e Apresentação do Antigénio 
Durante quase duas décadas da descoberta do MHC, que a sua única função 
conhecida era em relação à rejeição de transplantes. Posteriormente, nos anos 80 
documentou-se que os genes MHC eram essenciais para todas as respostas 
imunológicas a Ag proteicos. 
(37)
 
Todas as moléculas HLA trazem no seu sulco um péptido, que será reconhecido 
por um recetor presente nos linfócitos T (TcR), como pertencente ao “próprio” ou ao 
“não próprio”, logo estranho ao organismo. Assim se encontra formada a base de defesa 
imunológica do organismo – molécula HLA, péptido e recetor T. 
(2)
 O reconhecimento 
do Ag pelos linfócitos T é indispensável para a formação e regulação de uma resposta 
imune ajustada. Logo a natureza do TcR decide o reconhecimento específico do Ag. (4) 
O TcR é uma glicoproteína heterodimétrica, que possibilita o reconhecimento de 
uma extensa variedade de Ag pelas células T. Na superfície celular este encontra-se 
articulado a um complexo de péptidos conhecidos como CD3. (4) 
As moléculas de classe I ou de classe II do MHC associadas ao Ag (endógeno ou 
exógeno), facilitam o reconhecimento pelas células T – os fragmentos péptidos, ligam-
se às fendas nos Ag do MHC. A associação péptica / MHC ocorre em diferentes 
organelos intracelulares. Na via endógena, os péptidos ligados ao MHC classe I, estão 
presentes no citoplasma da célula, onde seguidamente são transportados através do 
retículo endoplasmático, migrando para a superfície celular, para a sua apresentação aos 
linfócitos TCD8.
 (4) (6) Já na via exógena, os péptidos são apresentados pelo MHC classe 
II, as moléculas desta classe conjuntamente com uma cadeia constante (li), são 
transportadas assim, através do complexo de Golgi, até ocorrer a desagregação da 
cadeia e o carregamento do peptídeo.
 (4) (6)
 
Em suma, a principal função conhecida, das moléculas MHC é a apresentação de 
péptidos antigénios às células T, e caso os péptidos sejam normais, isto é, não derivarem 
de nenhum organismo “não próprio”, o sistema imunitário não ataca a célula, mas pelo 
contrário, os péptidos que o MHC transportou para o exterior pertencerem a células 
infectadas ou com função prejudica, a célula é destruída. 
(6)
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Figura 4: Esquema de um padrão de herança 
mendeliana simples para “bloco HLA”. (Adap. 4) 
1.1.4 Hereditariedade dos Haplótipos dos Ag HLA 
Designa-se haplótipo a dois 
alelos de dois genes relativamente 
próximos, presentes em um único 
cromossoma. (9) Os genes HLA têm a 
particularidade de muito raramente 
serem separados por fenómenos de 
recombinação. (9) (10) Este “bloco HLA” 
é por norma transmitido de modo 
incólume do progenitor para o 
descendente. (2) (Figura 4) Cada gene 
HLA pode manifestar dois alelos 
idênticos nos dois cromossomas, 
(individuo homozigótico), ou pelo 
contrário dois alelos diferentes 
(individuo heterozigótico), (2) sendo 
esta última situação a mais frequente, uma vez, que a distribuição dos alelos é bastante 
diversificada numa mesma população. 
(3)
 
Os genes do HLA adotam os padrões de herança mendeliana, assim, existe uma 
co-dominância de alelos, ou seja, as proteínas codificadas por estes alelos apresentam-se 
de igual forma na superfície celular. Portanto ambos os haplótipos se manifestam 
analogamente nos filhos. (2) (4)
 
Existindo, então, um total de quatro diferentes combinações, onde um individuo 
tem 25% de hipóteses de herdar os mesmos dois haplótipos como qualquer outro seu 
irmão, 25% de não herdar nenhum dos haplótipos dos seus irmãos e 50% de hipóteses 
de compartilhar pelo menos um dos haplótipos com seus irmãos. (3) 
 
1.2 Características do Complexo HLA-B27 
Comparativamente a algumas moléculas da classe I, as proteínas codificadas 
pelo grupo de alelos B*27 é particularmente eficaz na apresentação de Ag
. (2) Estes 
parecem exercer um papel de destaque na resposta imune a vírus, pois o HLA-B27 
parece conferir alguma vantagem evolutiva aos indivíduos positivos para este alelo. (39) 
Provavelmente, confere-lhes a capacidade de apresentar epítopos antigénicos dos 
 
HLA-A 
HLA-B 
HLA-C 
HLA-D 
    Mãe                        Pai 
    
   a  b                              c d 
Descendência 
 
 
a   c                 a   d                 b   c                      b  d  
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patógenos derivados de células T mais rapidamente e/ ou mais eficientemente, 
comparado a outros alelos do complexo HLA de classe I, porém esta mesma 
característica parece também predispõe às EAP.
 (39) (40) (41) 
Cerca de 95% dos indivíduos caucasianos, com a EA são HLA-B*27 positivos, 
embora com diferentes subtipos. (22) No entanto, o HLA-B27 representa uma pequena 
fração para o risco global de desenvolvimento da EA, uma vez que na população geral 
(sem historia familiar), só 1-5% dos indivíduos HLA-B*27 positivos desenvolvem a 
doença, aumentando para 20-50% em indivíduos com histórico na família. (22) (23) 
A presença deste gene HLA-B27, parece que por si só, não consegue explicar a 
recorrência em termos familiares, sendo sugestivo afirmar a existência de outros fatores 
com um papel de grande relevo ao nível da implicação genética na EA. Este facto, 
aponta para a possibilidade de outros genes MHC e não MHC concederem 
suscetibilidade ou condicionarem a expressão fenotípica da doença. (24) (25) 
No interior do sulco, 
das moléculas HLA, são 
capazes de se acomodarem 
diferentes péptidos. Estas 
fendas de ligação estão 
organizadas em várias 
cavidades denominadas 
comummente de pockets, 
estas bolsas de ligação 
variam na sua constituição 
aminoácida, o que lhes 
confere especificidade na 
ligação a diferentes 
péptidos (Figura 5). (4) (14) (41) 
No alelo HLA-B27 
entre os domínios α1 e α2 forma-se um sulco, com elevado polimorfismo, que funciona 
como o local de ligação de péptidos de pequenas dimensões. Este local é composto por 
seis pockets, identificados de A a F, cada um, com capacidade de interação com os 
diversos aminoácidos dos péptidos. Os péptidos que se agregam ao HLA-B27 formam 
entre 7 a 15 aminoácidos, (designados por P1, P2, …P9), numa configuração linear, que 
Figura 5: Esquema de interação entre os pockets da 
molécula HLA-B27 e os resíduos peptídicos. Os resíduos 
âncora estão assinalados a amarelo. Aminoácidos – ácido 
aspártico (D), ácido glutâmico (E), glicina (G), isoleucina 
(I), lisina (K), leucina (L), arginina (R) e valina (V) 
(Adap.de 14).   
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lhes possibilita a interação direta com os resíduos desta molécula. A direção dos 
péptidos é fixa observando-se sempre o grupo amina (N-terminal) na mesma 
extremidade e o grupo carboxilo (C-terminal), na extremidade oposta. 
(4) (14)
 
Algumas cadeias laterais, constituídas por aminoácidos situados no meio do 
péptido, orientam-se para fora das subcavidades e os restantes resíduos encaixam nos 
pockets. Sendo que as cadeias laterais dos resíduos P2 e P9, que interagem com os 
pockets B e F respetivamente, funcionam como âncoras, estabelecendo o tipo de péptido 
que se liga à molécula (Figura5). 
(14)
 
Constantemente são descritas as prevalência geográfica, a frequência e a 
distribuição dos subtipos do HLA-B27 em diferentes populações e grupos étnicos (o q 
há novo). O que parece certo é a evolução de todos os alelos B27 a partir de um 
ancestral genético comum o HLA-B * 2705 visto este se encontrar presente em quase 
todas as populações. A maioria das publicações, corroboraram os subtipos: HLA B * 
2705 como comum em caucasianos e índios americanos, HLA B * 2704 em asiáticos e 
HLA B * 2702 em populações do Mediterrâneo. Cada um destes alelos mostra uma 
forte associação com a EA, que também tem sido relatada com outros subtipos raros, 
incluindo B * 2701, B * 2703, B * 2707, B * 2708, B * 2710, B * 2713, B * 2714, B * 
2715, B * 2719 e B * 2725. (14) (40) 
Existem relatos em populações de Gregos Cipriotas, onde a EA associada a 
HLA-B * 2707 poderá garantir proteção contra esta patologia, enquanto que o HLA-B * 
2708 pode proporcionar proteção em mestiços, uma vez que foram detetados em 
indivíduos saudáveis destas populações. Em contrapartida, com outras populações 
asiáticas como chineses Han e Taiwan chinesa ou japonesa, nos coreanos o subtipo 
HLA-B27 predominante na associação à EA é o B * 2705, em vez de B * 2704. Já em 
indivíduos zambianos o HLA-B27 é praticamente ausente em pacientes com EA. (40) 
 A hipótese de que o B * 2709 surgiu na região do Mediterrâneo por uma 
mutação do B * 2705 em um haplótipo associado à baixa suscetibilidade para a EA e 
que este, haplótipo, é mais importante para predisposição da doença do que as 
diferenças entre os subtipos B * 2705 e B * 2709. Levaram a estudos epidemiológicos 
que sugerem que os subtipos HLA-B * 2706 e B * 2709, não estejam associados às EA, 
podendo ligar a diferentes conjuntos de péptidos. (39) O HLA-B * 2706 difere do B * 
2704 por apenas dois resíduos de aminoácidos e B * 2709 difere do B * 2705 por 
apenas um. No entanto, embora as diferenças nas sequências de aminoácidos que 
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envolvem o sulco peptídeo de ligação e, consequentemente, determinar a especificidade 
peptídeo poderia contribuir para as diferentes forças de associação com EA, mas mesmo 
assim, não fornecem a resposta completa. (39) (40) 
 
1.3 HLA e Doenças Associadas 
São nos órgãos linfóides primários que se desenvolvem os linfócitos no 
organismo. Nos mamíferos as células T amadurecem no timo e as células B, no fígado 
fetal e na medula óssea, nestes locais as células adquirem tolerância para os Ag próprios 
do organismo, desenvolvendo a capacidade de reconhecimento de Ag não próprios. No 
timo, as células T, “aprendem” também a reconhecer as moléculas MHC autólogas (que 
induzem à autotolerância). (4) Porém existe casos em que os linfócitos T deixam de 
diferenciar o “self”, tornando-se auto-reactivos, como consequência, desenvolvem-se as 
doenças auto-imunes (Tabela 1). 
(2)
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Tabela 1: HLA e doenças auto-imunes. 
(Adap.11) 
 
  Doenças Auto-imunes Associação MHC 
SS
ii ss
tt éé
mm
ii cc
aa
ss   
Artrite Reumatóide DRB1*0401, DRB1*0101, DQB1*0302 
Artrite Reumatóide Juvenil DRB1*1104, DRB1*1602, DRB1*13 
Espondiloartropatias 
Espondilite Anquilosante B*2702 
Espondilite Anquilosante Juvenil B*2705 
Artrite Psoriática Cw*0602, DRB1*07, B*27 (apenas forma axial) 
Artrite Reactiva ou Síndrome de Reiter B*27 
Polimialgia Reumática DRB1*0401, DRB1*0404 
Psoríase Cw*0602, DRB1*07 
Escleroderma DRB1*1104, DP*1301 
Lúpus Eritematoso Sistémico DRB1*03, B*08 
Síndrome de Sjogren's DRB1*03 
Síndrome de Goodpasture DRB1*15 
Granulomatose de Wegener VAP-1, MICA, TAP-1 
Síndrome de Guillain-Barré DQB1*03 
Doença de Behçet's B*51 
LL
oo
cc a
a
ll ii
zz a
a
dd
aa
ss   
Esclerose Múltipla DRB1*15 
Doença Celíaca DQB1*02, DQB1*08 
Doença Inflamatória Intestinal 
Doença de Crohn DRB1*01,DRB1*03,DRB1*07,  
Colite Ulcerosa 
DRB1*15, HLA-G (expressão), DR07 e DR08 
(fenótipo) 
Sarcoidose BTNL2, DQB1*02 
Diabetes Insulino-dependente (tipo I) DRB1*03,DRB1*04,DQB1*0201,DQB1*0302 
Tiroidite de Hashimoto 
(hipotiroidismo) 
DQB1*05 
Doença de Graves (hipertiroidismo) Cw*03, Cw*07,Cw*16, DRB1*03,DRB1*04 
Doença de Addison DQA1*0501-DQB1*0201, DQA1*0301-
DQB1*0302, DRB1*03, DRB1*04 
Hepatite auto-imune DRB1*13 
Cirrose biliar primária DRB1*0801-DQA1*0401-QB1*0402,  
Colangite esclerosante primária DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201 (DR3) and 
HLA-DRB1*1301-DQA1*0103-DQB1*0603 
(DR6)  
Artrite de células gigantes (temporal) DRB1*0401, DRB1*0404 
 
 
1.3.1 Espondiloartropatias 
Espondiloartropatias (EAP), também designadas como EAP seronegativas, são 
um grupo de doenças inflamatórias, crónicas, auto-imunes.  
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Em 1974 os pesquisadores ingleses Moll e Wright, estabeleceram o conceito de 
EAP seronegativas, aquando da proposta de abranger dentro de um mesmo grupo 
algumas patologias que até então eram vistas como distintas entre si, mas que na 
realidade reúnem diversas características em comum. Estas características abrangem 
aspetos clínicos, como, a dor axial inflamatória associada à artrite e entesopatias 
(entesites periféricas), aspetos radiológicos (sacroilíte) e aspetos laboratoriais 
(seronegatividade para o factor reumatóide). (23) 
Incluído neste conjunto a espondilite anquilosante (EA), a artrite psoriática, a 
artrite recativa, a síndrome de Reiter, e as artropatias enteropáticas (associadas às 
doenças inflamatórias intestinais). (12) (13) 
Apesar das particularidades que acompanham cada patologia, as EAP, 
normalmente apresentam idêntica sintomatologia, tal como; dor nas nádegas alternante 
(geralmente à noite e em repouso), dor na coluna (por norma à noite e em repouso), 
artrite normalmente das articulações dos membros inferiores, inflamação do local onde 
o tendão liga ao osso (entesite), acometimento de órgãos – olhos (uveíte), intestino 
(colite), e mais raramente acometimento cardíaco e pulmonar. (14) 
A tabela a seguir (Tabela 2) apresenta um resumo dos resultados de um estudo 
populacional, que estimam a frequência de EAP em Portugal, com datas de publicação 
entre 2000 e 2009. (15) Em modo geral, os estudos com base populacional, avaliam a 
prevalência dos genótipos de suscetibilidade para uma doença, numa determinada 
população, os fatores de risco das mutações somáticas e germinais e através dos estudos 
de associação, a relação entre alelos de diferentes loci bem como o risco de doença na 
referida população. (10) 
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Tabela 2: Estudos populacionais que estimam a prevalência de EAP em Portugal. (15) 
 
O tratamento não medicamentoso como a prática de atividade física de baixo 
impacto, como a natação, alongamentos ou a fisioterapia, são essenciais para preservar a 
função da coluna. Para o tratamento medicamentoso inclui-se drogas que aliviam a dor e 
rigidez, como os anti-inflamatórios não esteróides (AINE), corticosteróides, drogas 
imunossupressoras que tentam diminuir a atividade imunológica. (14)  
 
 
Tabela 3: Prevalência do HLA B27 nas EAP em indivíduos caucasianos. (16) 
Espondiloartropatia Doentes com Ag HLA B27 positivam (%)
Espondilite anquilosante 90 
Síndrome de Reiter 70-80 
Outras artrites reactivas 50-80 
Artrite psoriática – forma axial 50 
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1.3.1.1 Espondiloartropatias Indiferenciadas 
As EAP indiferenciadas englobam um grupo de pacientes que apresentam 
características clínicas e/ou radiológicas sugestivas de uma EAP, mas que não 
preenchem os critérios diagnósticos suficientes para nenhuma das doenças definidas 
dentro do grupo, sendo muitas das vezes o diagnóstico provisório de uma EAP 
definida.(17) 
Estudos controlados de longo prazo indicaram que um paciente com dor 
inflamatória em sacroilíacas pode demorar até 14 anos para desenvolver uma sacroilíte 
radiológica, permitindo o diagnóstico de espondilite (EA). (19) A presença do HLA-B27 
representa um fator prognóstico de evolução para uma doença definida. (20)  
O tratamento é o mesmo das doenças definidas dentro do grupo, enfatizando-se 
que as formas indiferenciadas costumam ter um curso evolutivo mais leve e com menos 
complicações que as outras doenças do grupo. 
(20) 
 
1.3.1.2 Síndrome de Reiter /Artrite Reactiva 
Bauer e Engleman propuseram em 1942 o termo Síndrome de Reiter 
(12)
 que 
define uma inflamação das articulações e das uniões dos tendões às mesmas, 
acompanhada com frequência de inflamação do olho (conjuntivite) e das membranas 
mucosas (boca, trato urinário, vagina pénis) e por uma erupção cutânea característica 
constituída por grãos duros e densos especialmente nas plantas das mãos e pés. (21) A 
combinação destes sintomas levam à suspeita da presença do síndrome de Reiter, pois 
caso contrário, os diferentes sintomas dificilmente se manifestarão de maneira 
simultânea, como é fácil de entender o diagnóstico pode, assim, demorar vários 
meses.(12) (17) Atualmente o conceito de artrite reativa dentro do grupo das EAP impõe a 
presença de uma oligoartrite associada à evidência de infeção precedente. (22) 
Esta síndrome é mais frequente em homens com idades compreendidas entre os 
20 e os 40 anos. Os sintomas clínicos habitualmente manifestam-se após uma infeção, 
podendo levar uma a quatro semanas – na etiologia entérica é comum quadro diarreico, 
por vezes disentérico, enquanto que na etiologia genito-urinária, ocorre uretrite com 
sintomatologia leve, já a nível articular verifica-se a ocorrência de oligoartrite 
assimétrica recorrente, tenossinovites nos dedos e acometimento axial (espondilite).
 (11)  
Na maior parte dos casos, os sintomas iniciais desaparecem em 3 ou 4 meses; 
contudo, a artrite ou outros sintomas podem ser reincidente durante vários anos. 
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Felizmente são poucas as pessoas que sofrem da síndroma de Reiter que ficam 
permanentemente incapacitadas. (14) 
O tratamento passa pelo uso de anti-inflamatórios, corticoesteróides e 
imunossupressores, como já foi referido anteriormente, porém aquando de infeções 
entéricas ou do trato genito-urinário é crucial a administração de antibióticos para 
combater as bactérias frequentes nestes casos (infeções entéricas – Samonella, Shigella 
e Campylobacter, tracto genito-urinário - Chlamydia). (21) 
 
1.3.1.3 Uveíte Anterior 
As uveítes anteriores podem ocorrer até 40% em pacientes com espondilite, 
sendo menos frequentes nas outras doenças do grupo.(24) Podem representar o primeiro 
sintoma clínico de uma EAP indiferenciada.(25) Nas formas crónicas, podem-se encontrar 
alterações no segmento posterior, tais como, vitreíte, edema de mácula e edema do disco 
ótico. (26) A presença do HLA-B27 por norma não indica por si só um pior prognóstico 
oftalmológico mas sim maior possibilidade de desenvolver sintomas articulares que 
poderão evoluir para espondilite.(27) (28) Esta patologia, associada ao HLA-B27 são mais 
frequentes em homens e tendem a aparecer em indivíduos jovens. (29) 
Aquando de uma crise aguda de uveíte anterior de um paciente com EAP o 
tratamento indicado passa pelo uso de corticosteróide tópico (para diminuir a 
inflamação) e midriáticos (para dilatar a pupila); o uso de corticoterapia sistémica deve 
ser reservado aos casos graves e naqueles com grande recorrência de crises.(24) 
 
1.3.1.4 Artrite Psoriática 
A Artrite Psoriática (AP) é uma doença crónica inflamatória das articulações, 
associada à psoríase, onde a prevalência desta parece ser cerca de 0.1% da população 
geral. (13) Apenas na década de 60 é que esta patologia foi reconhecida, pois até então os 
doentes eram classificados como tendo Artrite Reumatóide ou outras formas de artrite, a 
idade de início da doença situa-se entre os 30 e 45 anos, atingindo ambos os sexos. (13) (29) 
A designação “artrite” refere-se à inflamação das articulações, onde os principais 
sintomas são a tumefacção, rigidez matinal, dificuldade na mobilização das articulações 
afetadas e alteração das unhas. Existe um importante relacionamento hereditário, visto 
que a psoríase e a AP são mais frequentes nos indivíduos que têm história familiar com 
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Figura 6: Processo de anquilose – 1. Coluna 
vertebral saudável; 2. Inflamação; 3. Fusão 
vertebral. 
(30)
  
estas patologias ou outras EAP. O Ag HLA-B27 associa-se de forma axial (sacroilíaca e 
espondilítica) à AP o que não acontece na sua forma estritamente periférica. (13) (29) 
A abordagem de tratamentos para a AP é a mesma que para uma outra EAP, 
podendo contudo variar mediante a gravidade de cada caso, onde por vezes tem que se 
recorrer à cirurgia ortopédica que normalmente consiste na substituição de uma 
articulação por uma prótese. (29) 
 
1.3.1.5 Espondilite Anquilosante 
A terminologia Espondilite 
Anquilosante (EA) deriva do grego 
spondylos – vértebra, itis – inflamação 
e ankylos – anquilose. (30)  
A EA é uma doença 
inflamatória crónica de etiologia 
desconhecida, atinge principalmente as 
articulações da coluna, que 
gradualmente vão sendo “soldadas” 
umas às outras, tornando a coluna 
vertebral mais rígida, o que origina uma limitação da mobilidade, logo o termo 
“anquilosante”, que significa soldagem, fusão (Figura 6). (13) (32) Esta patologia afeta entre 
0.5-1.0% da população e os primeiros sintomas têm início no final da adolescência ou 
nos jovens adultos, que apesar de atingir ambos os sexos, afeta mais frequentemente os 
homens (proporções que variam de autor para autor), 
(13) 
e de forma mais grave por isso 
julga-se que os fatores hormonais como os níveis de testosterona ou o rácio 
estradiol/testosterona possam exercer um papel etiopatogénico.
 (30) (31)
 
Lesa particularmente o esqueleto axial, geralmente iniciando-se nas articulações 
sacroilíacas, a coluna vertebral, as enteses e as articulações periféricas. A característica 
principal é a presença de sacroilíte, em alguns casos ocorre entesopatia inflamatória que 
pode evoluir progressivamente para ossificação e anquilose. (13) (14) 
Os fatores ambientais, genéticos e hormonais, têm seguramente um papel 
relevante no aparecimento da EA. (31)  
A influência dos fatores ambientais tem sido fundamentada pela presença de 
anticorpos (Ac) de certas bactérias (Klebsiella, Shigelal e Salmonella) no soro de 
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doentes com EA, sendo também frequente a presença destas bactérias no organismo 
destes doentes, nomeadamente nas suas fezes, sugerindo que esta bactéria possa 
desencadear o processo inflamatório e causar EA. Esta hipótese ainda necessita de 
validação científica. (30)  
No início da década de 70, estabeleceu-se uma relação entre a EA e o Ag HLA-
B27. (2) Atualmente estima-se que cerca de 90% dos indivíduos caucasianos com EA são 
HLA-B27 positivos no entanto, apenas uma pequena parte deste grupo, desenvolve a 
doença logo conjetura-se o envolvimento de outros fatores genéticos. A EA apresenta 
uma prevalência de 0,2-0,86% na população caucasiana da Europa Ocidental. (13) (15) Em 
Portugal, segundo uma publicação de Abril de 2010, do Observatório Nacional das 
Doenças Reumáticas (ONDOR), (16) a prevalência de EA é de 0,3%. (15)  
A classificação da EA é baseada em elementos de natureza clínica e radiológica. 
Atendendo à tendência para anquilose deve-se monitorizar a progressão da doença. Para 
tal, existem vários métodos de avaliação passíveis de serem utilizados: distância dedos-
solo, Shöber, Shöber lateral e expansão torácica. (30) 
O tratamento medicamentoso e não medicamentoso que é aplicado à EA é 
idêntico a qualquer outra EAP, como o envolvimento de uma equipa multidisciplinar de 
especialistas ou aplicação de AINE, corticosteróides, inibidores de citocinas em 
particular de AC monoclonais anti-TNFα representam um importante avanço no 
tratamento, uma vez que controlam a dor e devolvem a qualidade de vida destes 
doentes. (30) 
 
1.4 Fisiopatologia do HLA-B27 com as EAP 
A função exata do HLA-B na fisiopatologia da EA e o(s) factor(es) que 
compreendem a etiologia desta, são aspetos que continuam a serem estudados. Pois 
apesar dos avanços observados a patogénese das EAP continuam por clarificar.  De 
modo, que existem várias conjeturas que tentam explicar esta associação. (14) (33) 
 
1.4.1. Péptido Artritogénico 
Este modelo baseia-se na função natural, das moléculas HLA de classe I, de 
apresentarem os péptidos endógenos às células T. Após uma infeção por um agente 
patogénico desencadearia a ligação e apresentação do péptido artritogénico (endógeno) 
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pelo HLA-B27. A proliferação de clones de células T CD8+ conduziria a reações 
cruzadas e o desencadear da doença. (33) 
 
1.4.2 Mimetismo Molecular 
Inicialmente descreveu-se que os Ac produzidos para Ag estranhos ao 
organismo teriam uma reação cruzada com o HLA-B27 o que desencadearia a doença. 
A teoria da homologia de péptidos, é a reformulação da primeira, aponta para que um 
péptido artritogénico autólogo seja expresso em níveis baixos. Logo, estímulos 
infeciosos poderiam sensibilizar as células T para reações cruzadas com o HLA-B27, 
provocando respostas imunes e consequentemente a doença. (33) 
 
1.4.3 Aumento do Nível de Expressão do HLA-B27 
Em ratos transgénicos, o grau de suscetibilidade para o desenvolvimento de EAP 
correlaciona-se com os níveis de expressão do HLA-B27, em termos de mRNA e de 
proteínas. (35) Nos humanos, verifica-se uma maior expressão de moléculas HLA-B27 
em doentes com EA do que em indivíduos saudáveis. Foi assim, proposto que o 
aumento do nível de expressão do HLA-B27 fosse considerado como um fator de 
suscetibilidade para a EA mas que tal, não se correlacionasse com os índices de 
atividade ou gravidade da doença. (36) 
 
1.4.4 Alteração do Self 
Esta hipótese baseia-se na alteração da cisteína (Cys67) da proteína B27. A 
formação de uma ponte bissulfito entre os resíduos de Cys67 originando homodímeros 
de cadeias pesadas. (37) O que pode ocasionar este acontecimento são o excesso de 
cadeias pesadas ou o défice de β2 microglobulina (β2m) Porém desconhece-se ainda o 
que poderá induzir a ocorrência de EA (33) 
 
1.4.5 Deposição de β2 microglobulina 
A dissociação do HLA-B27 na superfície celular poderá levar a uma libertação 
em baixos níveis de β2m que, uma vez captada nos fluidos sinoviais e quando 
depositado nas articulações poderá levar a inflamações crónicas. (38) 
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1.4.6 HLA-B27 e Resposta Celular ao Stress 
O aumento dos níveis de expressão do HLA-B27 nos doentes com EA poderia 
determinar um aumento do misfolding de cadeias pesadas, uma sobrecarga no RE, a 
ativação do NF kB e assim a produção de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e a 
IL-1. (31) 
 
1.5 Métodos de Detecção do HLA-B27 
Visto a etiologia, não estar claramente definida, os aspetos clínicos e de imagem 
são considerados indispensáveis, para o diagnóstico de EAP. Em pacientes com quadro 
clínico sugestivo, mas em fase inicial da patologia, a presença do alelo B27 do 
complexo HLA colabora de forma significativa para a confirmação do diagnóstico. 
Assim, as análises laboratoriais, adquiriram um importante papel, logo não é de admirar 
a evolução de métodos para a deteção do HLA-B27. (38) 
Inicialmente, na rotina laboratorial, a classificação do HLA-B27 só permitia a 
identificação dos seus Ag, pois efetuava-se a partir de métodos serológicos, tal como a 
microlinfotoxicidade de Terasaki, posteriormente a citometria de fluxo e mais 
recentemente a PCR (SSP – Sequence-specific Primers e SSOP – Sequence-specific 
Oligonucleotides Probes). (37) Estas duas últimas abordadas neste trabalho (1.5.2 e 1.5.3) 
(37) (38) 
 
1.5.1 Microlinfotoxicidade 
O método clássico, microlinfotoxicidade deteta reações de citotoxicidade 
mediada por Ac e dependentes do complemento, baseia-se em soros sensibilizados com 
Ac anti-HLA conhecido, que é associado com os linfócitos a testar em diferentes poços 
de placas designadas de placas de Terasaki (descrito por este autor). Uma fonte de 
complemento, proveniente do soro de coelho, é adicionada aos poços, assim como um 
corante fluorescente que penetra somente nas células lisadas, aquando da adição de 
complemento que produz uma modificação na membrana celular. Após um período de 
incubação, os poços são examinadas sob um microscópio ótico invertido de contraste de 
fase, onde a presença de células que sofreram lise estarão coradas, indicado uma 
reacção positiva, ou seja, os linfócitos teste produziram reação serológica com os Ac 
homólogos presentes nos anti-soros. Este ensaio permite o uso de um pequeno volume, 
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tanto das amostras quanto dos reagentes, porém, caiu em desuso devido, às limitações 
da técnica, que requer células viáveis, dependentes do aloantisoro, de complemento e da 
expressão dos Ag. (37) (42)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                          Capítulo II – Objetivos 
 
 
Diana Filipa Lopes Taveira Gomes 29
Capitulo II – Objetivos 
Comparar a abordagem fenotípica e genotípica na deteção de alterações de 
expressão do gene HLA-B27 e avaliar o seu valor no diagnóstico molecular das 
espondiloartropatias.  
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Figura 7: Sistema Fluídrico da CF. (Adap. 46) 
Capitulo III – Material e Métodos 
Para a execução deste estudo foram utilizadas duas metodologias diferentes, uma 
que até agora era geralmente a mais utilizada na rotina laboratorial, a Citometria de 
Fluxo e a outra menos habitual nesta rotina, a PCR da GenoQuick. 
 
3.1 Fundamentação Teórica 
3.1.1 Citometria de Fluxo 
A CF é uma técnica que envolve a análise das propriedades óticas – dispersão da 
luz e fluorescência – de partículas que fluem numa suspensão líquida. A medição em 
fluxo permite analisar um elevado número de partículas biológicas (protozoários, 
bactérias, algas, células sanguíneas, etc.) quanto a várias características em simultâneo, 
num curto período de tempo. Esta técnica envolve um pré-tratamento das amostras, 
onde se adiciona Ac conjugados com fluorocromos – estes são moléculas que absorvem 
luz de um determinado comprimento de onda e emitem num outro comprimento de 
onda superior. (43) 
 
3.1.1.1 Estrutura Básica de um Citómetro de Fluxo 
O equipamento medidor – citómetro de fluxo, pode-se dividir em três sistemas. 
 
• Sistema Fluídico  
Neste sistema após a injeção de amostra, previamente preparada, esta é forçada a 
passar por uma câmara de fluxo (flow cell) que se encontra preenchida por um fluido 
envolvente (sheath fluid) com velocidade superior à da amostra. Centralizada num fluxo 
contínuo as partículas biológicas, 
são obrigadas a sair desta câmara 
uma atrás da outra de modo que 
apenas uma única célula seja 
intercetada pelo laser (Figura 7). 
Ocorrendo dois tipos de 
fenómenos físicos que fornecem 
informações acerca da célula: o 
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Figura 8: Análise das características 
físicas da célula. (Adap.45) 
Figura 9: Filtros ópticos. (Adap. 44) 
forward scatter (FSC), que deteta a dispersão da luz frontal e Side Scatter (SSC), que 
deteta a dispersão da luz lateral (reflectida/refractada). (43) 
• Sistema Ótico 
Sistema constituído por laser e lentes que ajudam na formação e na colecta dos 
sinais de luz, pois alinham e moldam o feixe do 
laser. (43) (47) 
Uma parte da luz é espalhada de acordo 
com as características morfológicas e estruturais 
da célula (Figura 8). O FSC relaciona-se com o 
tamanho ou volume relativo (luz dispersa em 
ângulos pequenos) e SSC com a granularidade ou 
complexidade interna (luz dispersa em ângulos 
grandes) da célula ou partícula. Logo, as células previamente coradas com 
fluorocromos, uma vez excitadas pelo laser, emitem luz de acordo com suas 
características fluorescentes. Uma série de lentes colocadas próximas desta zona de 
intercetação (célula-laser) recolhem a luz dispersa e enviam-na para os detetores (tubos 
fotomultiplicadores - PMTs). Estes convertem o sinal luminosos em pulsos elétricos, os 
quais são proporcionais à quantidade de luz dispersa ou fluorescente captada pelos 
PMT. Para a seleção e captação destes sinais luminosos, os filtros óticos (Figura 9) são 
utilizados para bloquear determinados comprimentos de onda da luz incidente e deixar 
passar somente a luz de comprimento de onda desejado. (43) (47) 
 
 
 
 
 
 
• Sistema Eletrónico 
Os sinais eléctricos gerados pelos PMT são amplificados, convertidos para um 
modo digital e as informaçoes enviadas para um computador. A recolha dos dados, a 
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Figura 10: Exemplo de gráficos (scatter plots) produzidos pelo citómetro de fluxo da 
Beckman Coulter. (49) 
  
sua análises e a interpretação podem, então, ser efectuadas através de softwar 
específicos. (43) (47) 
Assim para além do tamanho celular (FSC), granularidade interna das células 
(SSC), pode-se obter até mais cinco parâmetros; fluorescência verde (FL1); 
fluorescência amarela (FL2), fluorescência laranja (FL3), fluorescência vermelha (FL4) 
e fluorescência roxa (FL5), cada um capta luz a um comprimento de onda especifico. 
O valor registado corresponde à altura do pulso de voltagem para cada célula ou evento 
que pode ser medido para cada parâmetro. (43) (47) 
Os eventos podem ser apresentados numa escala gráfica sob a forma de scatter 
plots que podem conter mais que um parâmetro (Figura 10). (49) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os critérios de um resultado positivo ou negativo na CF para o estudo em 
questão são exemplificados na Figura 7. Nos histogramas apresentados, o eixo das 
ordenadas é representativo do HLA-B7 e o eixo das abcissas do HLA-B27. Assim, o 
histograma A corresponde ao controlo negativo, o histograma B a um resultado positivo 
tanto para o HLA-B27 como para o HLA-B7, o histograma C a resultado negativo para 
 
 
 
 
A 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
C 
 
 
 
 
D 
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Figura 11: Características do reagente IOTest HLA-B27-FITC/ HLA-B7-PE. (49) 
HLA-B27 e positivo para HLA-B7, e o histograma D corresponde a um resultado 
positivo para HLA-B27 e negativo para HLA-B7.   
 
3.1.1.2 Fenotipagem – HLA-B27 
 
 
 
 
 
Este método baseia-se na capacidade de determinados Ac monoclonais se 
ligarem a antigénios (Ag) de superfície, expressos pelos leucócitos (Figura 11). Para se 
efetuar a fenotipagem do HLA-B27 por CF, tem de se ter em conta que esta molécula 
faz parte de um grupo com suscetibilidade para reações cruzadas  (cross-reactive groups 
– CREG), pois este conjunto partilha os mesmos epítopos. Como o Ag HLA-B27 
pertence ao CREG HLA-B7 que inclui, HLA-B7, B13, B22, B40, B40, B41, B42, B47 
e B48, isto pressupõe que o Ac monoclonal empregue para a deteção do B27 pode 
reagir de forma cruzada com o Ag HLA-B7 e com outros Ag do grupo CREG HLA-B7 
com menor afinidade. Daí a utilização em simultâneo dos Ac comerciais anti-HLA-B27 
e anti-HLA-B7 que permite a deteção de falsos positivos por reacção cruzada. (43) (49) 
Os controlos negativos IgG2a[mouse]-FITC / IgG1[mouse]-PE –são Ac 
monoclonais com especificidade irrelevante, mas correspondentes ao Ac de interesse – 
IgG2a-HLA-B27-FITC / IgG1-HLA-B7-PE – pois partilham algumas características 
estruturais com estes. (50) 
 
 3.1.2 PCR – GenoQuick 
A técnica de PCR (reação de polimerização em cadeia) foi descrita em 1985 pela 
primeira vez, por Kary Mullis. Esta baseia-se na amplificação exponencial seletiva de 
uma pequena porção de copias de DNA (10) possibilita replicações in vitro, num curto 
intervalo de tempo, de quantidades mínimas de material genético, que podem ser 
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Figura 12: Representação do procedimento da PCR GenoQuicK. (53) 
amplificados milhões de vezes. Atualmente esta técnica é a base da biotecnologia 
molecular, uma vez que conduziu significativamente a avanços científicos em todas as 
áreas de investigação genómicas, designadamente diagnóstico molecular, medicina 
forense, entre muitas outras. (9) 
Na reação de PCR são aplicadas temperaturas elevadas de maneira a que as 
moléculas de cadeia dupla de DNA sofram desnaturação, resultando duas cadeias 
nucleotídicas simples. O objetivo do método é replicar um fragmento de interesse, logo 
é necessário a utilização de sequências sintéticas de nucleótidos iniciadores (primers), 
geralmente constituídos por 15 a 30 nucleótidos. A mistura de reação inclui dois 
primers (sequências oligonucleotídeas) que marcam as extremidades das cadeias 
simples produzidas no passo anterior, que hibridizam (annealing) com a sequência 
complementar a uma temperatura de 40º a 65ºC. Na fase de extensão, a temperatura 
eleva-se para aproximadamente 72 ºC e a enzima Taq polimerase, uma polimerase de 
DNA termo-estável recombinante da bactéria termófila, Thermus aquaticus, replica a 
cadeia de DNA. (10) A extensão inicia-se sempre no extremo 3’ do primer,  criando uma 
cadeia dupla a partir de cada uma das cadeias simples. A Taq polimerase sintetiza 
exclusivamente na direção 5’ para 3’. (9) 
O teste de HLA B-27 GenoQuick possibilita a deteção molecular rápida do gene 
humano HLA B-27. Utilizando uma sequência de primers específica, no caso da presença 
do gene HLA-B27, formam-se fragmentos amplificados. Posteriormente, com o auxílio de 
tiras próprias, estes são detetados. (52) 
O teste de HLA B-27 GenoQuick aplica a técnica de PCR e possibilita a deteção 
molecular rápida do gene humano HLA B-27. Utilizando primers de sequência específica, 
ocorre amplificação apenas na presença do gene HLA-B27 no DNA molde. A deteção dos 
produtos de amplificação é feita de forma simples em tiras fornecidas com o kit Os 
fragmentos amplificados de cadeia simples hibridizam com uma sonda específica 
incluída na mistura de primers de nucleotídeos (PNM). Este complexo, liga-se, então 
seletivamente à banda teste. Todo o procedimento pode ser dividido em três etapas, 
esquematizadas na figura seguinte (Figura 12): (9) 
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Figura 13: Cartão de extração de DNA – 
GENO-CARD – caneta prefuradora. (54) 
3.1.2.1 Extração de DNA  
A partir de sangue venoso, colhido 
em ácido etilenodiamino tetra-acético 
(EDTA) o DNA é extraído com a ajuda do 
GENO-CARD, para utilizar nos kits da 
Hain Lifescience (Figura 13). (52) (54) 
Segundo a bula do produto, o 
GENO-CARD permite a extração e o 
armazenamento de ácidos nucléicos 
amplificáveis durante pelo menos três 
meses desde que mantido em local seco e protegido da luz. Cada GENO-CARD 
comporta quatro amostras teste. Com a ajuda de uma caneta perfuradora que contém 
bases de corte, recolhe-se um disco de amostra que pode ser utilizada diretamente numa 
reação de amplificação. (52) (54) 
 
3.1.2.2 Mistura de Amplificação 
A avaliação do desempenho do GenoQuick HLA-B27 é realizada usando a enzima 
 HotStar-Taq DNA polimerase da Qiagen. A mistura de reação contém: (52) 
 
• 35 µl PNM;  
• 5 µl Tampão de PCR (contém 15 mM MgCl2); 
• 2 µl 25 mM MgCl2; 
• 0.2 µl (1U) HotStarTaq;  
• 3 µl Água destilada ultra pura. 
 
O tampão de PCR  (QIAGEN), facilita a amplificação específica de 
produtos.  Durante a etapa de reconhecimento de cada ciclo de PCR, o tampão permite 
uma alta taxa de ligação específica, devido a uma peculiar combinação equilibrada 
de KCl e (NH4) 2SO4, fornecendo, então rigorosas condições de primer-annealing 
em uma ampla gama de temperaturas. (52) 
A Taq DNA polimerase é uma enzima recombinante de alta qualidade produzida 
pela QIAGEN. Esta enzima é adequada para aplicações padrão especializadas, tais 
como PCR “differential display” e PCR baseada em “impressões digitais” de DNA 
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Figura 15: Representação das 
diferentes áreas da tira de deteção. 
(52) 
Figura 14: Representação dos ciclos de PCR. 
(obtida a partir de uma ínfima amostra). No “hot-start” PCR, a actividade da polimerase 
só se inicializa após a etapa de desnaturação inicial.   Nos casos em que é necessário uma 
maior especificidade,  a HotStarTaq Polimerase DNA oferece um método mais confiável e 
conveniente para  a PCR. (55)   
A enzima é fornecida no estado inativo, não exibindo nenhuma atividade, evitando a 
extensão de primers inespecíficos, a baixas temperaturas durante a configuração de reação 
no período de aquecimento inicial.   A etapa de ativação dá-se a uma temperatura alta, 
assim também desnatura primers inespecíficos e garante amplificação de primers altamente 
específicos. (52) (55)  
 
3.1.2.3. Protocolos de PCR 
As amplificações foram realizadas num termociclador Bioer – Little Genius que tem 
pré configurados os ciclos de PCR para a aplicação correspondente a este trabalho (Figura 
14). 
Apesar de terem limites de 
estabilidade, os produtos de amplificação 
podem ser armazenados a uma 
temperatura entre +8 a -20ºC. (52) 
Em cada corrida de PCR é 
incluído um controlo negativo, que pode 
ser um disco branco, amostra de água ou 
tubo de PCR apenas com “mix” e um 
controlo positivo, que pode ser um disco 
de uma amostra positiva ou Positive 
Control HCD GQ HLA-B27, incluído no 
kit. (52) 
 
3.1.2.4 Análise dos Produtos de Amplificação 
Finalizada a reação de PCR, a 
amostra amplificada é transferida para 
um tubo próprio que já deve conter o 
tampão de corrida (RB – Running 
Buffer). De seguida introduz-se as tiras 
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Figura 16: Padrões 
válidos de bandas. (52) 
Figura 17: Padrões não válidos de 
bandas. (52) 
de identificação (Figura 15), nos respetivos tubos, tendo o cuidado de manusear apenas 
na área de marcação (label area) ” e manter a orientação correta, destas. (52) 
Os resultados são lidos (interpretados), após 10 minutos de incubação. (52) 
 
3.1.2.5 Interpretação de Resultados 
Esta metodologia permite detectar os alelos HLA-B*27 do 02 até ao 17, do 19 
até ao 21, e ainda os alelos 24, 25, 27, 28, 30 e do 32 até ao 36. Este teste não permite 
detectar os alelos HLA-B*27 01, 18, 23, 26, 29 e 31. (52) 
A validação do resultado corresponde ao 
desenvolvimento de uma banda na área do controlo de 
conjugado (CC) o que confirma a eficiência de ligação do 
conjugado e o fluxo adequado da amostra ao longo da tira 
de detecção (Figura 16). Quando o teste é efetuado 
corretamente, o produto de amplificação liga-se na área 
reservada ao controlo de amostra (SC). O aparecimento 
desta banda, para além, de confirmar a presença de DNA, 
também indica que a reação de amplificação ocorreu de forma 
correta. (52) 
São ainda considerados positivos os caso que o sinal da banda na zona SC esteja 
ténue. Se o resultado for negativo, esta banda fraca ou ausente, indicadora de erros de na 
replicação ou ainda a uma inibição por sobrecarga do sistema de teste (competição de 
produtos). Neste caso o teste não é válido e 
deverá ser repetido (Figura 17). 
Na área correspondente ao HLA-
B27, desenvolvem-se as bandas em 
amostras que tenham o gene da classe I 
presente (Figura 15). A intensidade da banda 
deve ser equivalente à da banda SC 
respetiva, pois um sinal fraco pode significar 
a presença de um gene HLA-B similar 
apenas com pequenas diferenças estruturais ou por um alelo HLA-B27, não coberto 
pelos primers específicos e sondas incluídos neste  kit (GenoQuick – HLA-B27). 
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Assim, o teste não pode ser considerado válido e devem aplicar-se métodos adicionais  
para identificar o alelo presente. (52) 
3.2 Procedimentos 
  
3.2.1 População e Amostra 
Como população para este estudo foram considerados os utentes que requerem a 
análise para a deteção do Ag HLA-B27, no Laboratório de Patologia Clínica Hilário de 
Lima – Braga (LHL). Este laboratório serve todo o distrito de Braga. 
O estudo foi realizado sobre um universo de amostragem constituído por 56 
utentes, numa população de 141 que requereram a análise para a deteção do Ag HLA-
B27 no LHL, no período de 14 de Julho a 17 de Setembro de 2011. Por dia (excetuando 
os domingos e feriados), escolheu-se uma amostra de forma aleatória 
De salientar que não foram utilizadas todas as amostras disponíveis (registadas no 
laboratório) durante este período de tempo, uma vez que o número de análises foi 
limitado pelo número de kits oferecidos pela empresa Iberlab & Imunoreage. 
 
3.2.2 Colheita das amostras 
As amostras biológicas a utilizar foram colhidas por técnicos de saúde do LHL 
nos diversos postos de colheitas do distrito de Braga pela técnica de punção venosa, e 
transferidos para tubos com anticoagulante EDTA/K3 (tubos da Vacuette de 3mL). O 
processamento das amostras de sangue total para deteção do Ag HLA-B27  é efetuado 
diariamente e inicia-se com o pré tratamento destas (ver ponto 3.4.1.1), para posterior 
análise por Citometria de Fluxo (CF).  
A restante amostra é refrigerada a 5ºC, para a realização da análise por PCR (ver 
ponto 3.1.2.1), pelo método da GenoQuick (HAIN-LIFESCIENCE). Esta efetuou-se 
apenas quando se reuniu um número de amostras igual ou superior a dez. 
 
3.2.3 Citometria de Fluxo 
3.2.3.1 Pré-tratamento da amostra 
O tratamento da amostra inicia-se com a adição a cada tubo de 20µL de Ac 
monoclonais conjugados IOTest da Beckman Coulter. Ao controlo negativo é 
adicionado IgG1-PE / IgG2-FITC e ao tubo com a amostra adiciona-se HLA-B27-FITC 
/ HLA-B7-PE. Em seguida, adiciona-se 100 µL de amostra a analisar a ambos os tubos 
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e agita-se suavemente no vórtex. Os tubos são incubados 15-20 minutos à temperatura 
ambiente e protegidas da luz. (49) (50) Por fim, procede-se à lise dos glóbulos vermelhos, 
com a ajuda do equipamento Coulter Q-Prep Epics e reagentes IMMUNOPREP (51) 
(Beckman Coulter). A ordem de adição dos reagentes é a seguinte. 
 
• Reagente A (ácido fórmico) – lisante de eritrócitos; 
• Reagente B (carboneto/ cloreto/ sulfato de sódio) – estabilizador de 
leucócitos; 
• Reagente C (tampão paraformaldaído) – fixador da membrana. (51) 
 
 Entre cada reagente o preparador automático, agita o conteúdo do tubo, segundo 
um procedimento pré-programável. (51) Por fim a amostra está pronta a ser testada pelo 
Citómetro de Fluxo – Couter Epics XL da Beckman Coulter.  
 
3.2.4 PCR-GenoQuick 
3.2.4.1 GENO-CARD 
Para a análise por PCR, é necessário verificar se a zona de trabalho está livre de 
DNA e identificar a amostra no campo de texto do GENO-CARD (Hain-Lifescience). 
Uma alíquota de 15 µL de sangue total (colhido em EDTA) é pipetada para o centro do 
campo das amostras. O GENO-CARD é incubado aberto durante 15 minutos a 37-40ºC. 
No final da incubação recorta-se um disco de amostra com a caneta perfuradora e 
transfere-se para o tubo de PCR contendo a mistura de amplificação. A caneta de 
perfuração deve ser descontaminada entre amostras diferentes, retirando pelo menos três 
discos do campo isento de amostras. (54) 
 
 
3.2.4.2 Mistura de Amplificação 
A preparação da mistura de amplificação é feita numa zona de trabalho 
exclusiva, ou seja, separada da preparação de amostras e da recolha de discos. A 
estimativa do volume de cada um dos constituintes é feita mediante consulta de uma 
tabela (Tabela 4) fornecida pelo fabricante, tendo em conta o número de amostras a 
analisar e os controlos. Após a mistura de todos os reagentes, transfere-se 45 µL da 
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mistura de amplificação para os tubos de PCR e adiciona-se um disco de amostra, tendo 
o cuidado de verificar se este está completamente imerso na mistura de amplificação e 
não aderente às paredes do tubo. (52) 
 
 
Tabela 4: Tabela da preparação da “mix” de PCR – GenoQuick HLA-B27. (52) 
 
 Volume de Reagentes (µL) 
Nº de 
Determinações 
PNM 
Tampão 10× 
(com MgCl2) 
MgCl2 H2O TAQ 
1 35 5 2 3 0.2 
2 70 10 4 6 0.4 
3 105 15 6 9 0.6 
4 140 20 8 12 0.8 
5 175 25 10 15 1.0 
6 210 30 12 18 1.2 
7 245 35 14 21 1.4 
8 280 40 16 24 1.6 
9 315 45 18 27 1.8 
10 350 50 20 30 2.0 
 
 
 
3.2.4.3 Hibridação GenoQuick HLA-B27 
Após o final do ciclo de PCR mistura-se 100 µL de Tampão de Corrida (RB) e 
seguidamente adiciona-se 10 µL da amostra amplificada a um tubo previamente 
identificado, homogeneizando suavemente com a ajuda da micropipeta. Em cada um 
dos tubos aplica-se uma tira de deteção e incuba-se à temperatura ambiente durante 10 
minutos antes de se proceder à leitura e registo dos resultados. (52) 
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IV – Resultados e Discussão 
 
Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 5. Foi analisado pelos dois 
métodos um total de 56 amostras. Destas, produziram resultado positivo por CF 15 amostras 
(37%) e por PCR da GenoQuick (GQ), 28 amostras (50 %). 
 
Tabela 5: Representação dos resultados obtidos por ambas as técnicas utilizadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O número de resultados obtidos foi bastante diferente para cada uma das 
técnicas. Todas as amostras que produziram resultado positivo (Figura 18) por CF, 
corresponderam também a resultado positivo pela PCR da GQ. No entanto, 13 amostras 
consideradas como negativas, quando analisadas pela CF, produziram resultado positivo 
na análise de PCR. O número de resultados positivos obtido por PCR foi 
aproximadamente o dobro do número de resultados positivos obtidos por CF.  
 
Metodologia 
Citometria de Fluxo GenoQuik HLA-B27 
Nº de resultados positivos 15 28 
Nº de resultados negativos 41 28 
TOTAL 56 56 
CF 
15 
GQ 
28 
Total 
56 
Figura 18: Representação do número de resultados positivos obtido com cada uma das 
técnicas no total de amostras analisadas pelos dois métodos.  
CF – Citometria de fluxo; GQ – GenoQuik HLA-B27. 
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Uma vez que a análise de CF se mostrou menos sensível na deteção de alterações no 
gene HLA-B27 do que a reação de PCR, e considerando que alguns utentes realizam a 
deteção do Ag HLA-B27, mais que uma vez tornou-se pertinente avaliar se algumas das 
amostras positivas correspondiam a doentes já sujeitos a análises anteriores. Dos treze 
resultados positivos obtidos por PCR, cinco correspondiam a utentes em que a análise 
tinha já sido feita anteriormente e com resultado negativo. Esta situação pode ser 
interpretada como indicação de que a análise por PCR permite uma deteção mais 
precoce do que a análise por CF que depende não só da existência do alelo mas também 
da sua expressão. Quando se recorre à CF realiza-se uma avaliação do fenótipo, ou seja, 
do produto proteico expresso na superfície celular. Assim, sendo, mediante o padrão de 
expressão génica, verifica-se uma diferença na quantidade de complexo Ag-Ac formado 
e consequentemente também uma diferença na intensidade de fluorescência. A análise 
por PCR permite detetar diferentes formas alélicas, independentemente do seu grau de 
expressão, ou seja, constitui uma ferramenta de análise genotípica. 
Num indivíduo com uma combinação de alelos HLA-B27 que resulte num 
fenótipo de fraca expressão proteica deste Ag, ao realizar-se a deteção do Ag por PCR, 
o resultado será positivo, pois esta metodologia deteta os alelos presentes 
independentemente da sua expressão. No entanto, a CF poderá produzir resultado 
negativo, uma vez que a quantidade de proteína expressa pode não ser suficiente para 
formação de uma quantidade detetável do complexo Ag-Ac. Neste contexto, seria 
interessante conhecer a história clínica e familiar dos utentes cujas análises iniciais eram 
negativas mas que neste estudo produziram resultados positivos e verificar a existência 
ou não de sintomatologia de doença e a análise dos vários testes de diagnósticos já 
realizados.  
O kit de PCR GenoQuick tem como principal limitação o facto de, detetar 
apenas alguns alelos do gene. No entanto, os que não são detetáveis por este método são 
extremamente raros. A apresentação em kit tem como grande vantagem a simplicidade 
de execução da análise. Com o GENO-CARD a extração de DNA é muitíssimo 
simplificada e a deteção é muito prática, o que torna o procedimento claramente mais 
rápido do que outros métodos similares. Os custos da análise por PCR ou por CF, não 
são significativamente diferentes. A obrigatoriedade de reservar espaços exclusivamente 
para certos procedimentos pode, no entanto, constituir um obstáculo à implementação 
de técnicas de biologia molecular em laboratórios vocacionados para as análises de 
rotina. 
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V – Conclusão 
 
Com este trabalho pretendia efetuar-se uma comparação de dois métodos 
baseados em técnicas diferentes (CF e PCR) no estudo de Ag HLA-B27. Os resultados 
obtidos permitem concluir que a deteção pelo método baseado em PCR correspondente 
ao kit GenoQuik permitiu a obtenção de um maior número de resultados positivos do 
que a deteção do Ag HLA-B27 por CF, uma vez que a primeira abordagem deteta 
sequências no DNA correspondentes a várias formas alélicas enquanto que o segundo 
deteta Ag expressos pelas células. 
Embora tendo custos equivalentes, o elevado grau de automação da análise e 
leitura dos resultados justifica que a análise por CF seja ainda o método de eleição na 
rotina clínica de muitos laboratórios, tal como o LHL. Para esta situação contribui a 
maior exigência das técnicas baseadas em PCR quanto a espaços reservados. 
No entanto, os resultados obtidos apontam para uma maior sensibilidade da análise 
por PCR e constituem um argumento importante relativamente à utilidade clínica da 
informação obtida por técnicas de biologia molecular. Assim sendo, os portadores de alelos 
cujo fenótipo seja mais fracamente expresso na evolução clínica da patologia deveriam ser 
alvo de acompanhamento. Do ponto de vista clínico, quanto mais cedo se fizer a deteção 
do Ag HLA-B27, maior a probabilidade de se chegar a um diagnóstico precoce e à 
intervenção com terapia adequada no sentido da estabilização de manifestações clínicas, 
contribuindo para um melhor prognóstico da doença e consequentemente melhor 
qualidade de vida do doente. 
A PCR por si só é uma técnica revolucionária, que como bem se sabe, abriu uma 
série de horizontes a nível de investigação. Com procedimentos de fácil execução, bem 
como, de custos idênticos à CF parece agora expandir-se para novos mercados. Com a 
PCR GenoQuick, a maioria dos casos que suscitam dúvida pela CF, desaparecem, pois 
consegue-se obter resultados mais fidedignos, com tudo isto, caso se opte por mudar de 
metodologia, não será difícil de a introduzir na rotina laboratorial deste laboratório. 
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ANEXO A – Bula do Geno CARD – Hain Lifescience 
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ANEXO B – Bula do GenoQuick- HLA-B27 Hain Lifescience 
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ANEXO C – IOTest Beckman Coulter – Conjugated Antibodies, HLA-B27- 
     FITC/HLA-B7-PE 
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ANEXO D – IOTest Beckman Coulter – Analyze Specific Reagent, IgG2a (MOUSE)- 
FITC/IgG1 (MOUSE)-PE. 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                    Anexos 
 
 
Diana Filipa Lopes Taveira Gomes 
ANEXO E – Exemplos de Resultados Obtidos por Citometria de Fluxo 
– Controlo Negativo –   
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– Amostra Teste –  
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ANEXO F – Digitalização das Tiras de Detecção da PCR – GenoQuick 
 
 
 
